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棉铃 虫 P450 基因 HarmCYP9A33 的 克隆 、 
序列 分 析 及 原核 表达 
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摘要 : 夜间 活动 昆虫 如 夜 蛾 类 主要 通过 嗅觉 来 寻找 配偶 、 寄 主 植物 和 产 卵 场所 , 是 研究 昆虫 嗅觉 分 子 机 制 的 理想 
材料 。P450 为 多 功能 单 加 氧 酶 , 在 昆虫 对 各 种 内 源 与 外 源 物 质 的 代谢 中 起 重要 作用 。 为 研究 PASO 在 昆虫 嗅觉 中 
的 作用 , 本 研究 采用 RT-PCR 和 RACE 技术 ,从 夜 蛾 科 昆 虫 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera (Hiibner) HER Akfa PH I 
得 到 一 条 全 长 1 772 bp 的 P450 基因 , 命名 为 HarmCYP9433 (GenBank 登录 号 为 JX486677) 。 序 列 分 析 表 明 ， 
HarmCYP9A33 开放 阅读 框 全 长 1 590 bp, 编码 529 个 氨基 酸 残 基 , 预测 和 蛋白质 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 61. 62 kD 
和 7. 97; HarmCYP9A33 5 HERR Mamestra brassicae 触角 毛 形 感 器 中 高 表达 的 MbraCYP9A13 和 蛋白 的 氨基 酸 序 列 
一 致 性 最 高 , 达 75% , 和 蛋 日 二 级 结构 相似 , 6 个 底 物 识别 位 点 (substrate recognition sites, SRSs) 序列 一 致 性 达 
61%, 其 中 底 物 与 酶 结合 通道 开关 工 螺旋 中 SRS4 序列 完全 相同 , 与 棉铃 虫 CYP9A 亚 家 族 和 蛋白 有 一 定 的 结构 相似 
TE, Real-time PCR 检测 表明 ,HarmCYP9433 在 上 肉 、 雄 蛾 各 组 织 中 均 有 表达 ,以 腹部 表达 量 最 高 , 其 次 为 涉 部 ; 在 
卵 至 成 虫 各 个 时 期 也 均 表达 ,以 肾 中 表达 量 最 高 ; 在 触角 中 的 表达 量 随 羽 化 时 间 而 变化 , 且 多 高 于 卵 和 幼虫 中 的 
表达 量 。SDS-PAGE 检测 和 Western blot 鉴定 表明 HarmCYP9A33 体外 融合 表达 成 功 。 本 研究 为 深入 探讨 该 基因 在 
棍 铃 虫 触角 感 磊 细胞 中 的 定位 及 其 生物 学 功能 葛 定 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and prokaryotic expression of a P450 gene 


HarmCYP9A33 from Helicoverpa armigera ( Lepidoptera. Noctuidae ) 

JI Ji-Chao, AN Shi-Heng, LI Wei-Zheng, LUO Mei-Hao, YUAN Guo-Hui, GUO Xian-Ru ' ( College of 
Plant Protection, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

Abstract: Nocturnal insects such as Noctuidae moths can precisely find mating partners, host plants and 
oviposition sites by olfaction system, and therefore are used as ideal models to study the molecular basis 
of olfaction. P450s are multifunctional monooxygenases which play dominant roles in the metabolism of a 
wide variety of both endogenous and xenobiotic substances. In order to investigate the roles of P450s in 
the olfaction, a new P450 gene from the male antennae of Helicoverpa armigera ( Hübner), named 
HarmCYP9A33 , with a full-length of 1 772 bp, was amplified by using RT-PCR and RACE methods. 
Sequence analysis showed that the full-length open reading frame of HarmCYP94A33 is 1 590 bp in size, 
encoding 529 amino acid residues, with the predicted molecular weight and isoelectric point of 61. 62 kD 
and 7. 97, respectively. HarmCYP9A33 shares a high amino acid sequence identity (7596 ) and the 
similar secondary protein structure with the homolog of Mamestra brassicae MbraCYP9A13, which is 
strongly expressed in sensilla trichodea. Moreover, six SRSs (substrate recognition sites) have 61% 
amino acid sequence identity, of which SRS4 responsible for the binding switch between substrate and 
enzyme is completely identical in both species. HarmCYP94A33 also shares certain similarities in the 
secondary protein structure with CYP9A subfamily proteins in H. armigera. Real-time PCR detection 
showed that HarmCYP94A33 could be detected in all test tissues of adult body, and the highest expression 
level of HarmCYP9433 was in abdomen and then in head. The temporal expression profile analysis 


revealed that HarmCYP94A33 was expressed at all developmental stages with the highest expression level in 
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the pupa. The expression level of HarmCYP9433 in adult antennae varied with the time after emergence, 
which was higher than that in larvae and eggs. SDS-PAGE and Western blot results indicated the fused- 


protein was successfully expressed. These results provide a foundation to further investigate the cellular 


localization and biological functions of HarmCYP94A33 in cotton bollworm antennae. 


Key words: Helicoverpa armigera; P450; temporal-spatial distribution; protein structure analysis; 


prokaryotic expression; Western blot 


fs IR] T 2 Eb HEU EG TR REA REUS, 其 
通过 触角 检测 环境 中 的 气味 物质 , 以 寻找 寄主 、 配 
便 及 产 卵 场所 。 气 味 物 质 通 过 触角 表皮 孔道 进入 感 
带 腔 道 ， 由 气味 结合 蛋 日 运 至 嗅觉 受 体 ， 随后 在 感 
顺 腔 内 或 感 锅 基部 细胞 中 被 相关 酶 降解 ,以 使 昆虫 
免 遭 环境 化 学 物质 的 持续 刺激 ( Vogt, 2005 ) 。 气 味 
降解 酶 (odor degradation enzymes, ODEs) zfzi E. A 
降解 酶 (pheromone degradation enzymes, PDEs) 的 人 研 
完 一 直 是 一 个 热点 。 但 迄今 为 止 ,克隆 出 基因 并 经 
生理 生化 水 平 进行 功能 验证 的 ODEs/PDEs fX. H 3 
个 , 即 降 解 性 信息 素 的 多 音 天 蛋 Antheraea 
polyphemus 触角 羧 酸 酯 酶 (ApolPDE)、 日 本 丽 金色 
Popillia japonica fif 32 B2 Via Bs ( PjapPDE ) 和 降解 绿 
叶 和 气味 物质 的 海 灰 翅 夜 峨 Spodoptera littoralis 触角 
38 BUS BS ( SICXEIO) (Durand et al., 2011) 。 

ODEs/PDEs 主要 包括 P450. RRE 4 6 
HR S- 转 移 酶 、 醛 氧化 酶 等 ,但 大 多 作用 底 物 有 
限 ， 如 项 酸 酯 酶 为 水 解 酶 , 仅 能 水 解 含 酯 键 物 质 。 
P450 则 不 然 , 为 多 功能 和 蛋白 超 家 族 , 种 类 繁多 , H 
表达 模式 和 底 物 类 型 多 样 化 , 如 CYP6L1 仅 在 德国 
小 归 Blattella germanica TETEE 7E 88 E. PRIA ( Wen 
and Scott, 2001), mj CYP6D1 在 家 量 Musca 
domestica 4& £H 2H P 33 KR 3 ( Korytko and Scott, 
1998) ; CYP337B3 n] fii SUR 283 Wa 76 di: 45 7J 4-53 
FURAR 2 BETE(JouBen et al., 2012) , CYP4G 
nr E UR BE po X AE 7 e i Z5 BR de BO 
成 (Qiu et al., 2012) 。 因 此 , P450 很 可 能 除 单独 发 
挥 作用 外 , 还 协助 其 他 ODEs/PDEs 将 气味 分 子 或 
信息 素 进 行 更 彻底 的 降解 。 与 昆虫 嗅觉 相关 P450 
基因 首次 在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 和 烟草 
RR Manduca sexta 触角 中 发 现 ( Wang et al., 1999; 
Robertson et al., 1999) ; P450 酶 站 次 在 分 异 发 丽 金 
fa Phyllopertha diversa 中 被 证 实 参 与 性 信息 素 的 降 
解 (Wojtasek and Leal, 1999) ,编码 该 酶 的 基因 被 命 
名 为 CYP4W1 ( Maibéche-Coisne et al., 2004) , JẸ 
后 , 在 甘蓝 夜 峨 Mamestra brassicae 中 发 现 了 触角 特 
异性 表达 的 CYP4S4、 雄 蛾 毛 形 感 絮 中 表达 的 


CYP4G20., CYP9A13 以 及 NADPH- 细 胞 色素 P450 还 
原 酶 (NADPH-cytochrome P450 reductase, CPR ) 基 
因 (Maibeche-Coisne et al., 2002, 2005 )。 最 近 , 有 
学 者 从 海 灰 这 夜 蛾 触角 中 获得 37 条 P450 基因 全 序 
Jj, 并 进行 了 表达 模式 分 析 , 发 现 其 中 5 REER 
触角 与 只 中 表达 (Pottier et al., 2012) , 

HRES IR Helicoverpa armigera ( Hübner ) 是 一 种 世 
界 性 农业 害 忠 , DAA HIER, AP RR., PB 
成 二 烯 类 和 拟 除 虫 菊 酯 类 等 常规 农药 产生 了 抗 性 
( McCaffery, 1998) 。 国 内 有 关 棉 铃 虫 P450 的 研究 
多 围绕 在 寻找 与 抗 药 性 相关 P450 基因 及 抗 性 机 制 
与 调控 机 理 方面 (后 丽 娜 等 ,2007; Yang et al., 
2008 ; Mao et al., 2011) , rfj Ej fig eS ra Iun THO P450 
的 研究 较 少 。 栅 铃 虫 为 典型 夜 蛾 科 昆 虫 , 成 虫 夜间 
活动 ， 嗅 党 在 其 寻找 配偶 、 寄 主 植 物 及 产 卵 场所 中 
发 挥 看 关键 作用 , 因此 研究 其 噢 党 识别 及 信和 号 失 活 
过 程 ,可 为 调控 成 忠 的 咒 觉 识别 行为 进而 控制 其 危 
害 提供 科学 依据 ( 张 天 涛 等 , 2011 ) 。 本 课题 组 前 期 
已 对 棉铃 虫 头 部 进行 转录 组 测序 ,发 现 了 206 条 
P450 Unigenes, 至少 编 码 76 条 P450 基因 ,其 中 一 
条 CYP9 基因 序列 全 长 1 584 bp， 几乎 包括 开放 阅 
读 框 全 长 序列 ,5' 端 由 ATG 开始 , 3 端 仅 缺少 6 bp 
碱 其 。 本 人 研究 以 此 为 基础 , 采用 RT-PCR 和 RACE 
技术 从 棉铃 虫 雄 蛾 触角 中 死 隆 得 到 了 该 CYP9 基因 
的 全 长 cDNA 序列 , 并 进行 时 空 表 达 、 和 蛋 日 质 结构 
预测 、 异 源 融 合 表达 和 Western blot 鉴定 , 为 深入 研 
完 其 在 触角 感 需 中 的 表达 定位 及 其 生理 功能 葛 定 了 
基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 HER 

棉铃 虫 为 本 诛 题 组 饲养 , 条 件 为 27 +10, RH 
75% , JEA 16L: 8D. ERER ERIH, 1~5 龄 各 
龄 幼虫 期 , 羽化 前 72 h WARE PHEA RTT RH AT 
别 取样 ,其 中 取 受 精 卵 300 粒 ; 第 1 天 1 WIS 
200 头 , 2 龄 幼虫 30 K, 3 龄 幼虫 10 头 , 4 龄 幼虫 3 
3k, 5 龄 幼虫 3 头 ; 羽化 前 72 h ENS. NERA 3 K; 
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羽化 后 0, 24, 48 $0 72 h BE RUNE, HESS AS tt 50 
对 ; 另外 取 初 羽化 肉 、 雄 蛾 各 50 K, 分 别 取 其 头 部 
(去 除 触角 与 只 )、 胸 部 、 腹 部 、 足 、 翅 、 喉 、 触 角 等 
不 同 组 织 样品 。 所 有 样品 重复 3 次 , 置 于 -807 中 
保存 。 
1.2 试剂 和 试剂 盒 
Trizol? Reagent 购 E 公 RH]; 
SMARTer" RACE cDNA Amplification Kit, 3'-Full 
RACE Core Set Ver. 2. 0 8| & , SYBR® Premix Ex 
Taq™ ( Perfect Real Time) 、 PrimeScript? RT Reagent 
Kit with gDNA Eraser, Premix LA Taq Version 2. 0, 
购 自 TaKaRa 公司 ; 鼠 抗 CST, Æ pt f IgG-HRP、 
DAB 底 物 显 色 试剂 盒 购 目 天 根 生化 科技 有 限 公司 ; 
质粒 DNA ERRAN E DNA 产物 纯化 试剂 盒 、 


Invitrogen 


琼脂 糖 凝 胶 DNA. 微量 回收 试剂 盒 购 目 上 海 莱 枫 生 
物 科技 有 限 公 司 ; AKAITA Escherichia coli DH5a 
和 BL21 菌 种 为 本 实验 室 保存 ， 其余 试 剂 均 为 进口 
或 分 析 纯 。 
1.3 总 RNA 提取 与 cDNA 合成 

按照 Trizol@ Reagent 试剂 说 明 提取 各 虫 态 或 组 
织 样品 (取样 方法 见 1. 1 705) By RNA, 按照 
PrimeSeript? RT 试剂 盒 操作 说 明 获 得 cDNA 第 一 
链 , 以 此 作为 PCR 模板 。 
1.4 引物 设计 与 合成 

本 研究 所 用 引物 及 其 用 途 见 表 1, 由 上 海 生 工 
生物 工程 有 限 公 司 合成 。 表 中 Yl 和 Y2 下 划 线 分 
别 为 BamH | f$ Xho I 酶 切 位 点 。 


表 1 本 研究 中 所 用 到 的 引物 
Table 1 Primers used in the study 


引物 名 称 引物 序列 (5 -3 7) 扩 增 片段 目标 片段 长 度 (bp) 
Primer name Primer sequence Amplified fragment Fragment size 

F ATGATAATCCTACTGATCTGGG 棉铃 虫 P450 基因 开放 阅读 框 >1 590 

R ATCTACATCCTCAGTCTAA HarmCYP9433 ORF 
3'-Fl CGAGTCCATCTCGTCTAC 棉铃 虫 P450 基因 cDNA 3 "末端 >398 
3'-F2 GGCAGGGGTTATGGATAG 3'-end of HarmCYP9A433 cDNA » 409 
5'-R1 CCAACCTCTACCATGAAAGGCACC 棉铃 虫 P450 基因 cDNA $ "末端 >494 
5'-R2 GAACGCTGGACTCAGTGTCGAACGC 5'-end of HarmCYP9433 cDNA 2447 
Real-1 CGCCGGCAGGGGTTATGGATAG 棉铃 虫 PASO 基因 cDNA Fr Ez 215 
Real-2 CGTAAGTGGCTTGATCTTGTGC cDNA fragment of HarmCYP9A33 
185-1 GCATCTTTCAAATGTCTGC 棉铃 虫 18S rRNA 基因 片段 229 
185-2 TACTCATTCCGATTACGAG 185 rRNA gene fragment 

Yl AGGATCCCTTACAACCCGCTACGCCAA 棉铃 虫 P450 基因 cDNA Fr Ec, 用 于 融合 表达 459 

Y2 ACTCGAGGCCAGCCACAAAGAAT cDNA fragment of HarmCYP94A33 for fusion expression 


下 划 线 示 限 制 性 酶 切 位 点 。The restriction sites are underlined. 


1.5 PCR 产物 克隆 、 鉴 定 及 序列 测定 

以 1.3 节 中 合成 的 cDNA. 为 模板 , 进行 PCR 反 
应 , 扩 增 产物 电泳 分 离 检测 ， 切 胶 回 收 , 与 pMD19- 
T 载体 连接 , 转化 到 E.coli DH5a F, W FLYER DG 
后 , 双 酶 切 鉴 定 重 组 质粒 并 送 至 上 海 生 工 生物 工程 
ARAM 
1.6 3'RACE fn 5'RACE 

VA 1.3 节 中 RNA 为 模板 , TEES 3'-Full RACE 
说 明 书 , 合成 cDNA 第 一 链 , Hj 3/-Fl WI 3' RACE 
Outer Primer 进行 Outer PCR 反应 , 电泳 检测 后 , 用 
3'-F2 FU 3'RACE Inner Primer 对 Outer PCR 产物 进 
fT PCR 238, 然后 进行 3 RACE 产物 电泳 分 离 


检测 、 殉 隆 和 序列 测定 , 方法 同 1.5 市 ; 5' RACE 反 
应 , 按照 SMARTer ”RACE cDNA Amplification Kit 
WHE, 合成 cDNA 第 一 链 , 用 5'-R1 和 试剂 盒 提 
供 的 UPM 进行 第 一 轮 扩 增 , 然后 以 扩 增 产物 为 模 
板 , Hj 5'-R2 和 UPM HITRI PCR 扩 增 , 最 后 5 
RACE 产物 进行 电泳 分 离 检测 、 死 隆 和 序列 测定 ， 
方法 同 1.5 5. 
1.7 序列 分 析 

用 DNAMAN7.0 将 1.5 和 1.6 节 中 所 得 序列 进 
行 拼 接 , 得 到 HarmCYP9A33 全 长 序列 ; 用 生物 信息 
学 在 线 工 具 http://www. expasy. org/tools, http:// 
www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM/ 和 http://www. 
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cbs. dtu. dk/services/SignalP/ 27 3l] Jt £1 A 3 B JY 7] 
TI ES RS DXCRU SARMA; 同 源 性 比较 采用 
NCBI 中 BLAST 工具 ; 序列 多 重 比 对 采用 ClustalW, 
GeneDoc 和 MEGAS.0 软件 。 
1.8 棉铃 虫 CYP9433 基因 表达 量 分 析 

分 别提 取 各 样品 ( 见 1.1 市 ) 总 RNA, 用 gDNA 
Eraser 人 处理, 以 消除 基因 组 DNA 影响 。 用 Real-l 
和 Real2 为 目标 基因 引物 ,以 棉铃 虫 18S rRNA 为 
ZEB], 18S-1 和 18S-2 为 内 参 基因 引物 , 以 各 样 
品 反 转 录 cDNA 为 模板 , 于 Mastercycler^ ep realplex 
real-time PCR 检测 系统 上 进行 操作 。 菊 光 和 定量 PCR 
扩 增 参数 : 95C 1 min; 95*€ 30 s, 60*C 30 s, 72C 
30 s, dE 40 个 循环 ; Mif H 2X EH HLA HL ER, LÀ 
检测 试验 产物 特异 性 。 试 验 重复 3 次 。 试 验 之 前 ， 
对 目标 基因 和 内 参 基因 进行 扩 增 效率 分 析 , 确保 扩 
增 效率 相同 。 基 因 相 对 表达 量 采用 2 "法 进行 计 
FE, 其 中 AC, = CT 目标 基因 一 Ca 持家 基因 ，AACT = ACryg 
1.9 棉铃 虫 CYP%433 原核 表达 与 Western blot 鉴定 

以 Y1/Y2 为 引物 , 以 1.3 市 中 cDNA 为 模板 进 
ÍT PCR 反应 , 产物 电泳 检测 纯化 后 ,与 pMDI9-T 
连接 并 转 至 DH5a 感受 态 细胞 中 , 通过 蓝 白斑 得 
选 , 挑 取 阳性 殉 隆 双 酶 切 及 测序 鉴定 。 将 克隆 正确 
的 含有 目的 片段 的 重组 质粒 进行 双 酶 切 ， 同 时 对 
pGEX-6P-1 进行 双 酶 切 ， 所 用 酶 为 BamH I 和 Xho 
DL, 将 目的 片段 连接 到 pGEX-6P-1 上 ,构建 融合 表 
达 载 体 pGEX-CYP9433, 转 至 DHSa RZ SAF, W 
日 斑 第 选 出 阳性 元 隆 ,提取 质粒 ,用 BamH I 和 
Xho 工 双 酶 切 鉴定 并 测序 验证 , 鉴定 正确 的 pGEX- 
CYP9433 质粒 转 至 BL21 感受 态 中 。 将 含 融 合 表 达 
载体 的 工程 苦于 摇 床 上 培养 至 0Dao 达 到 0.4 ~0.6 
后 , 加 IPTC 至 终 浓度 0.03 mmol/L, 诱导 6 h, W 
1.5 mL 菌 液 ，12 000 r/min 离心 收集 菌 体 , 用 50 
uL PBS 悬浮 , 加 2 xSDS 上 样 缓冲 液 , 煮沸 5 min, 
进行 SDS-PAGE 检测 (浓缩 腕 和 分 离 胶 浓度 分 别 为 
596 和 10% )。 半 干 转移 法 将 凝 胶 中 集 白 转 至 PVDF 
Hi. 进行 Western blot 鉴定 (一 抗 为 鼠 抗 CST， 二 抗 
为 羊 抗 鼠 IgG-HRP) 。 
1.10 数据 统计 与 分 析 

将 突 光 定 量 所 得 的 数据 用 SAS 8.0 进行 方差 分 
fr, 采用 Duncan 氏 多 重 比 较 法 分 析 棉 铃 虫 不 同 发 
育 时 期 以 及 成 虫 不 同 组 织 间 CYP9433 基因 表达 量 
的 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 CYP9433 的 克隆 与 序列 分 析 

通过 RT-PCR 和 RACE 的 方法 , MU ge E He RR 
触角 中 克隆 得 到 一 条 全 长 1 772 bp 的 cDNA 序列 。 
TE NCBI 中 进行 BLAST 分 析 ， A 34 5j Wn R 
CYP9417 一 致 性 最 高 , XR 7696 , 说 明 所 得 基因 为 棉 
铃 虫 P450 基因 , 提交 P450 基因 命名 委员 会 , 命名 
为 HarmCYP9433 ( GenBank 登录 号 为 JX486677 ) 。 
该 基因 cDNA 开放 阅读 框 全 长 1 590 bp, 编码 529 
个 氨基 酸 残 其 , 预测 任 日 质 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 
61.62 kD 和 7.97。 其 编码 氨基 酸 含有 昆虫 P450 Æ 
白 的 5 个 保守 结构 域 , BW x x xR( 第 123 ~ 127 
位 )、AG x x xT( 第 293 ~297 位 )、Ex xR( 第 
385 ~388 Z), Px xE xP x RF( Meander, 第 442 ~ 
450 位 )、Fx xGxRxCxG( 血 红 素 结合 区 , 第 
465 ~475 位 )( 艾 均 文 等 , 2008) (图 1) 。 
2.2 HarmCYP9A33 与 其 他 昆虫 P450 序列 比 对 

氨基 酸 序列 比 对 结果 表明 ，HarmCYP9A33 与 
其 他 昆虫 CYP9A 亚 家 族 序列 一 致 性 达 6096 VÀ E, 
其 中 与 甘蓝 夜 峨 MbraCYP9A13 一 致 性 最 高 ， 达 
75% , 575 3C C, Helicoverpa zea HzeaCYP9A12、 斜 
纹 夜 蛾 Spodoptera litura SiCYPX、 甜 沫 夜 蛾 
Spodoptera exigua SexiCYTPX、 家 看 Bombyx mori 


BmorCYP9A20、 Hf 3& 看 Bombyx mandarina 
BmanCYP9A20vl. jfü J 3$ Hf $ Cnaphalocrocis 


medinalis CmedCYP9A33 4p Œ Hk 4 Pp HE Danaus 
plexippus DpleCYPX 的 一 致 性 分 别 为 72% , 7196, 
69% , 67% , 6796 , 65% M 6196; 以 上 9 种 昆虫 
P450 的 螺旋 C、 螺 旋 K, Meander 区 和 血红 素 结 合 
区 高 度 保守 ; 活性 中 心血 红 素 结合 区 中 半 胱 氨 酸 
(C) 是 P450 酶 的 活性 位 点 (图 2)。 
2.3 HarmCYP9A33 编码 蛋白 二 级 结构 分 析 
HarmCYP9433 编码 蛋白 中 第 25 ~ 529 位 氨基 
酸 位 于 膜 表 面 , 第 2 ~ 24 位 氨基 酸 之 间 形 成 一 个 典 
型 的 跨 腊 螺旋。 根据 氨基 酸 序 列 多 重 比 对 结合 棉铃 
H CYP9A 亚 家 族 已 有 有恒 日 质 结 构 研 究 结 打 (Zhou et 
al., 2009) , 对 HarmCYP9A33 蛋白 二 级 结构 进行 了 
分 析 , 发 现 其 与 MbraCYP9A33 结构 高 度 一 致 , 且 6 
个 底 物 识别 位 点 ( substrate recognition sites, SRSs) 
序列 一 致 性 达 61% , 底 物 与 酶 结合 通道 开关 I 螺旋 
中 SRS4 序列 完全 相同 (图 3)。 
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GAGAGTGAATCCGTCAGTGCAGTGAGTTACACGCTCAAACGCTTCTGTTTACACTGCGTACTTTGTACTTTGAGAAAATGATAATCCTA 
M I I L 
CTGATCTGGGTGGCAGTACTCATTGCTGTGGTGGTTCTATACCTAAAGCAGGTCTACTCCACATTTAGCAGACATGGCATCAAGCACTTT 
L I W V A V L I A V V V L Y L K Q V Y S T E S R H G I K H F 
AAACCAGTCCCAATACTTGGTAACATGGGCAAAGTTGTCTTCAGACAACACCACTACGTCTGTGATATTGTCAATCTGTATAACAGCTTT 
K P V P I L G N M G K V V F R Q H H Y V C D I V N L XY N SFE 
CCAGAAGAAAGGTTCGTGGGTAGATTTGAATTTTTAACTGAGTCAGTAATGATCCGGGATATTGAGTTGGTGAAGAAAATTACTGTCAAA 
P E E R E V G R F E F L T E S V M I R D I E L V K K I T V K 
GACTTTGAACACTTTTTGGACCACCGTACTTTTGGAGAGAACACATTTTTTGCCAGAACCTTATTCTTTTTGAAAGGTCAAGAATGGAAA 
D F E H F L D H R T F G E N T F F A R T L F F L K G Q E W K 
GACATGCGTTCGACACTGAGTCCAGCGTTCACTAGTTCAAAGATACGTCTCATGGTGCCTTTCATGGTAGAGGTTGGTGACCAAATGATT 
D M R S T L S P A E T S S5 K I R L M V P E M V E V G D Q M I 
ATGTCTCTCAAGAAGAAAATAAAGGATTCAGAAGGTGGCTATGTAGATATAGAATGTAAGGACCTTACAACCCGCTACGCCAACGATGTG 
M S L K K K I KDS EGGY V D I E C K D L T T R Y A N D V 
ATAGCCTCCTGTGCCTTCGGTCTGAAGGTGGACTCTCATACAGATGAGGACAACCAGTTCTACGCTATGGGCAAAACTGCGACAACTTTC 
I A 5 C A FEF G L K V D S H T D E D N Q EY A M G K T A T T 了 
AACTTTCGACAAATGCTTATGTTTTTCCTTCTTATCAATGCACCTCAACTTGTTAAGTTCTTTAAGTACGATATGATATCGGAACCCATC 
N F R Q M L M EEL L I N A P Q L V K F F K XY D M I S E P I 
AAGAAATTCTTTAGGAGCTTGGTACTGGATACAATGAAGGATCGAGATTTACATAATATAATTAGACCTGATATGATTCATCTGCTTATG 
K K F F R S L V L D T M K D RD L EHEN I I R P D M I H L LM 
GAAGCCAAAAAAGGACAACTATCACACGAAGATGTTAAACCCAATGATGAAGCTGCAGGATTTGCCACAGTTGAAGAATCCGCAGTTGGA 
E A K K G Q L S HED V K P N D E A A G EA T V E E S A V G 
CAGAAGGATCTCAACCGAGTTTGGAAAGACGATGACTTAGTAGCCCAAGCTTTCTTATTCTTTGTGGCTGGCTTCGAGTCCATCTCGTCT 
Q K D L N R V W K D D D L V A Q A F L F F V A G F E S I S S 
ACAATGACTTTCTTATTATATGAGCTGGCTGTCAATCCTGAGGTACAGGAACGTTTGGCGAAGGAAGTCAGGGAATACGATAATAATAAT 
T M T FE L L Y E L A V N P E V Q E R L A K E V R E XY D NNN 
GGTGGCAAGTTCGACTTCAATTCTATACAGAATATGACGTATATGGATATGGTTGTTTCTGAACTATTGAGACGGTGGCCGCCGGCAGGG 
G G K F D E N S I Q N M T Y M D M V V S E L LL R R W P PAG 
GTTATGGATAGAATGTGCAACAAAGACTACAATATGGGAAAACCAAACGAGAAAGCAGAAAAAGATTTCATTCTTCGTAAAGGATGTGGA 
V M D R M C N KDY N M G K P N E K A E K D F I L R K G C G 
ATTCAAATACCGACATTTGCCTTCCACCATGATCCTAAATTCTTCCCGGAACCTGAGAAGTTTGACCCTGAACGTTTTTCTGAAGAAAAT 
I Q I P T F A E H H D P K F F P E P E K F D P E R E S E EN 
AAGCACAAGATCAACCCACTTACGTACATGCCTTTCGGGTTTGGACCTAGGAATTGCATTGGATCAAGATTTGCTCTCTGCGAGTTGAAG 
K H K I N P L T Y M P EG E G P RN C IG 3S5 REA L C E L K 
GTGATGACGTACCAGATCCTACGGCATATGGAACTGTCTCCCTGTGAGAAGACTTGTATTCCTGCTCAACTTGCTACTGACAACATGAAC 
V M T Y Q I L R H M E L S P C E K T C I P A Q L A T D N M N 
ITGAGACTAAAGGGAGGACACTGGCTTAGATTTAGACTGAGGATGTAGATTAAGATGTGAAAATATAACTTGATGAGTTGGATTATTTAG 
L R L KG G H W L R F RD R M «x 
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1079 


1169 


1259 


1349 


1439 


1529 


1619 


1709 


1772 


ATTTGTATAATTTTGTAATCAAATAAAAATTAAAAGAATAGCTTCTTTCATAAAAAAAAAAAA 


图 1 HarmCYP9433 cDNA 序列 及 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 cDNA sequence and the deduced amino acid sequence of HarmCYP9A33 
dt a d TUI ERECTA CAATAAA) HE P XlZ bt; 昆虫 P450 蛋白 保守 结构 域 ; Wx x xR, AGx x xXT, Ex xR, Px xFxPx 
RF 和 PFx xGxRxCxG 用 粗 体 和 下 划 线 标 出 , 终止 密码 子 用 星 号 标 出 。The translation start codon and the polyadenlation signal sequences 
( AATAAA) are underlined, the insect P450 conserved motifs including W x x xR, AGx x xT, Ex xR, Px xFxPxRFandPFx x GxRxCx 


G are underlined in bold, and the stop codon 1s marked with the asterisk. 


2.4 HarmCYP9A33 基因 时 空 表达 分 析 
HarmCYP9A33 在 成 虫 各 组 织 中 均 有 表达 , 以 腹 
部 中 表达 量 最 高 ， 其 次 是 头 部 ; ERGAB, HE. HER 
各 组 织 间 表达 量 均 有 极 显著 差异 (图 4) 。 该 基因 在 
棉铃 虫 各 个 发 育 阶 段 也 均 表 达 ， 以 雄师 中 的 表达 量 
最 高 ,其 次 为 肉 肾 ; 在 卵 及 各 龄 期 幼虫 中 表达 量 均 
极 低 , 有 旦 差异 不 显著 ; 羽化 后 不 同时 间 内 ,成 虫 触 
角 中 HarmCYP9A33 表达 量 均 高 于 幼虫 与 卵 ( 图 $) 。 


2.5 HarmCYP9A23 原核 表达 与 Western blot 鉴定 
按照 1.9 市 方法 构建 该 基因 部 分 片段 融合 表达 
载体 并 进行 蜡 源 表 达 。SDS-PAGE 检测 结果 显示 ， 
在 转化 pGEX-CYPA33 KAREAR, 有 一 条 分 子 
量 约 为 43 kD 的 特异 性 条 带 ， 而 未 插入 
HarmCYP9A33 的 pGEX-6P-1 产生 26 kD 大 小 的 和 蛋 
日 条 带 ， 所 以 表达 的 HarmCYP9A33 EA RRRS 
子 量 约 为 17 kD, 与 理论 预测 值 17.49 kD 基本 吻合 
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plexippus P450, EHJ65260. 1. 黑色 阴影 
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图 2  HarmCYP9A33 与 其 他 昆虫 P450 比 对 分 析 


Fig. 2 Multiple sequence alignment of HarmCYP9A33 with the homologs of other insects 
kaje C, IEK, Meander 区 、 血 红 素 结合 区 分 别 在 图 中 分 别 标 出 。C helix, K helix, Meander and heme-binding region are marked, respectively. 
图 中 各 昆虫 P450 和 蛋白 登录 号 如 下 The P450 proteins and corresponding GenBank accession numbers are as follows; HarmCYP9A33 Helicoverpa 
armigera P450 , JX486677 ; MbraCYP9A13: Mamestra brassicae antennal P450, AAR26518. 1; HzeaCYP9A12: Helicoverpa zea P450, ABH09252.1; 
SlitCYPX : Spodoptera litura P450, AAP80766. 1; SexiCYPX : Spodoptera exigua P450, ADP55210. 1; BmorCYP9 A20: Bombyx mori P450 , BAI47532. 
1; BmanCYP9A20v1: Bombyx mandarina P450, ACJ05915. 1; CmedCYP9A38 : Cnaphalocrocis medinalis, CAZ65619. 1; DpleCYPX: Danaus 


100% identity are in black box, those with 80% in grey box and below 80% in white box. The same below. 


(所 用 工具 http://www. expasy. org/tools ) ( 图 6: 
A) 。 进 一 步 检测 表达 产物 是 否 为 CST 融合 蛋白 ， 


以 鼠 抗 GST 为 一 抗 , ESL IgC-HRP 为 二 抗 , 对 表 ”了 正确 表达 (图 6: B), 
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56 卷 


示 氮 基 酸 序列 10090 一致 ， 灰色 表示 8090 — 2x, 白色 表示 80% 以 下 一 致 ; FP [i]; Amino acids with 


达 产 物 进行 Western blot 鉴定 , 结果 表明 融合 重 日 
与 GST 抗体 发 生 了 特异 性 反应 , 表明 融合 蛋 日 得 到 
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HarmCYP9A 33 IGKVVFRQHSYVCOIBIVN 106 
MbCYP9A13 DÜTGILFRVNÉFTDPBRIVN 106 
HaCYP9A17 TRILLKQDIZFVDjSTMR 106 
HaCYP9A18 I;SSVIFRRNSYADNILK 107 
HaCYP9A14 LSTVLMRKAEASESFNNIMIQAEMS 105 
HaCYP9A12 Jl TRMVLKQDIÉZLIEIRILR 106 
A helix 
HarmCYP9A33 IMS i | KT 210 
MbCYP9A13 MSSLQEE$8:3& I KV 212 
HaCYP9A17 MAAIÍS IMBRSOCKDISTRYANDVIASCAFGLEKVDSHWOAB KL 212 
HaCYP9A18 :GgEWKBMRSTIMPAFTSSEMBMMVPFMMEVISD OMERA: acCKDI 量 TRYRNDVIRASCREGLIKVDSHII: 罩 GS 211 
HaCYP9A14 GEEWHBMRSTLSPAFTSSHUMENMMVPFMSE Va L INF ILMB See) e DS CKDIIS TRYANDVIASCAFGLKVDSHNjsjSdS SITE 212 
HaCYP9A12 es oss? E M MOAIS [e MDA IIS FI NCE TB L Se puis pt Ns N E TIS KL 212 
I—B'helix rra ; : -一 一 一 

SRSI C helix SRS2&3 D helix E helix SRS4 
HarmCYP9A33 AT INL SYBMISSPIKHESR KUEBDLHNETESSTMESSSS P TO SRI DVKP SGFATVEESPI 317 
MbCYP9A13 sS SFIEIASKIBEIR ANSEMKN Vl lv een SE Ve ht3 DIKS GFATVEE SE 319 
HaCYP9A17 SS FLE3AARKFINR KNSELNHIS 33s ly MA N ALEAN IKS GFATVEE SH 319 
HaCYP9A18 LF »SIVPASVRHEMIT KDÉSEMRHIS dis VARAAN - E Nte ME SaD IMP GFATVEE A I 318 
HaCYP9A14 SLIVNEESJEKNIM)IGgÉS RNI QK NNE LIS SURE VES 3e AEK VAEAN- TAJUAA D I 318 
HaCYP9A12 JAAKKŞJR KNSELNH $43 bd te gu [zia E IK SNIE V TASJA A 319 

-l “AAN. 

G helix H helix p1-4 I helix 
HarmCYP9A33 IV RIS YS N NIV ferS AANER M TEA IDAR fsjo 424 
MbCYP9A13 sr DAE NGGK F DENS I QRY YM DMV SE KDYNEGKP 426 
HaCYP9A17 EN DAE NEGKEDENSI ON YM DMV SH KDYNEGKP 426 
HaCYP9A18 TRIS vl 7-35 ASAIR DM EEA. YNY ES KDYNEGKP 425 
HaCYP9A14 Ws ms DAE NECGKEFDENSIOMYS YJE DMV SE] SKDYNEGKP 425 
HaCYP9A12 NN DB NGGKF DENS IQMRe YM DMV SH KDYNEGKP 426 

| = 

L helix K helix SRS5 p2-1 
HarmCYP9A33 K HaKFDPERFSEENKHISU Y CIGSRFALC 3 ATDNMEIÍS 529 
MbCYP9A13 Q SKFDPERFSEENK HNI GPRNCIGSRFALC 3 DKQTFB jS 531 
HaCYP9A17 Q 3KFDPERFSBEENKHUVeEEE YMPFGMGPRNCIGSRFALCH 2 DTETFEMS 531 
HaCYP9A18 R 3KFEDPEREF P SESS K F NANAR GPRNCIGSRFALC I K ATNNIM I 530 
HaCYP9A14 E KFDPERF SHENK Higi Y GPRNCIGSRFALCE 3 AKDTFRMLKV 530 
HaCYP9A12 Q 5KFDEEREFSEENKHNE[ets3YMPFCEIGPRNCIGSREFRAIC 3 DTETHAMSM | RISQ 531 

E C LIL | -一 一 l= 上 | 





Meander Heme-binding site p4-1 SRS6 B4-2 p3-2 


图 3 HarmCYP9A33 和 其 他 昆虫 CYPO A 亚 家 族 二 级 结构 分 析 
Fig. 3 The protein secondary structure analysis between HarmCYP9A33 and CYP9A subfamily members of other insects 
CYP9A 和 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origins of CYP9 A proteins and their GenBank accession numbers; HarmCYP9A33; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera , 
JX486677; HaCYP9A17; 棉铃 虫 H. armigera, AAV28704. 1; HaCYP9A18; 棉铃 虫 瓦 armigera, ABB69055. 1; HaCYP9A14: jS E H. 
armigera, AAR37015.1; HaCYP9A12; 棉铃 虫 瓦 armigera, ACB30273.2; MbCYP9A13 : 甘蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae, AAR26518.1. 15 个 a 1 
Ji. 12A BHE 6 个 底 物 识别 位 点 、 信 和 号 肽 、Meander 区 、 血 红 素 结合 区 分 别 在 图 中 标 出 。15 a-helices, 12 g-sheets, 6 substrate recognition 


sites, signal peptide, Meander and heme-binding region are marked, respectively. 
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组 织 Tissues 
图 4 棉铃 虫 成 虫 不 同 组 织 中 HarmCYP9A33 表达 量 Real-time PCR 分 析 
Fig. 4 Expression profiles of HarmCYP9A33 in different tissues of adult Helicoverpa armigera detected by real-time PCR 
He; LA AMR) Head with antennae and proboscis removed; Th; 胸部 Thorax; Ab; 腹部 Abdomen; Le; JÉ Legs; Wi; 3H Wings; Pr; M 
Proboscis; An; 触角 Antennae. 柱 上 不 同 大 小 写字 母 分 别 表示 基因 表达 量 在 0.01 和 0. 05 水 平 上 差异 显著 (Duncan 氏 多 重 比较 法 检验 ); 下 同 。 


Different capital and small letters above bars indicate significant difference in gene expression level at the 0. 01 and 0. 05 levels, respectively ( Duncan s 





multiple-range test). The same below. 
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图 $ 棉铃 虫 不 同 发 育 阶段 HarmCYP9A33 表达 量 Real-time PCR 分 析 
Fig. 5 Expression profiles of HarmCYP94A33 in different developmental stages of Helicoverpa armigera detected by real-time PCR 

1: AX Fertilized eggs; 2: 1 龄 第 1 天 The 1st day of the 1st instar larva; 3: 2 龄 第 1 天 The 1st day of the 2nd instar larva; 4; 3 龄 第 1 天 The 1st 
day of the 3rd instar larva; 5; 4 龄 第 1 R The 1st day of the 4th instar larva; 6; 5 龄 第 1 天 The 1st day of the 5th instar larva; 7; 雄师 Male pupa (72 
h before eclosion) ; 8: Nf! Female pupa (72 h before eclosion); 9: 刚 羽 化 雄 蛾 触角 Male antennae ( newly-emerged adult) ; 10; 刚 羽 化 肉 蛾 触角 
Female antennae ( newly-emerged adult) ; 11; 羽化 24 h 雄 峨 触角 Male antennae (24 h after eclosion) ; 12 : 羽化 24 h 峻 蛾 触角 Female antennae (24 
h after eclosion) ; 13: 羽化 48 h 雄 峨 触角 Male antennae (24 h after eclosion) ; 14; 羽化 48 h 上 肉 蛾 触角 Female antennae (48 h after eclosion) ; 15: 
羽化 72 h hf Male antennae (72 h after eclosion) ; 16: 羽化 72 h MES fg fg Female antennae (72 h after eclosion). 
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图 6  HarmCYP9A33 融合 表达 和 蛋白 SDS-PAGE 电泳 (A) 及 Western blot 检测 (B) 
Fig. 6 SDS-PAGE electrophoresis ( A) and Western blot analysis ( B) of the expressed HarmCYP9 A33 
M: 和 蛋白 分 子 质 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: Escherichia coli BL21; 2: 转化 pPCEX-6P-1 f Transformed E. coli BL21 with pGEX-6P- 
1; 3; 转化 pGEX-CYP9A33 pf Transformed E. coli BL21 with pGEX-CYP9A33. 1': i38 3 的 Western blot 结果 The Western blot corresponding to 
lane 3; 2': 泳 道 2 的 Western blot 结果 The Western blot corresponding to lane 2; 3': 泳 道 1 的 Western blot 结果 The Western blot corresponding to 
lane 1. A Ll i 分 别 表 示 重 组 蛋 日 与 阳性 对 照 ; 一 抗 为 鼠 抗 GST, 二 抗 为 羊 抗 鼠 IgG-HRP, Arrows I and i indicate the recombinant protein and 
the positive control, respectively. The primary antibody is mouse anti-GST, and the secondary antibody is HRP-conjugated goat anti-mouse IgG. 
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3 讨论 


P450 在 疹 椎 动物 咒 觉 生理 过 程 中 的 研究 由 来 
已 久 ， 而 在 昆虫 中 对 其 认识 主要 集中 在 杀 虫 剂 解毒 
代谢 方面 。 最 早 发 现 为 P450 提供 电子 的 CPR ER 
腹 果 蝇 触 角 中 表达 量 显著 高 于 成 虫 头 部 、 体 颈 及 幼 
虫 虫 体 ， 从 而 引出 P450 参与 气味 清除 的 猜测 
( Hovemann et al., 1997) 。 随 后 发 现 分 异 发 丽 金色 
雄 虫 触角 提取 物 可 将 肉 虫 信息 素 降 解 , 且 需 要 NAD 
(P)H 25, 并 受 PASO 酶 抑制 剂 干扰 ,参与 其 中 的 
酶 为 膜 结合 蛋白 , 由 此 首次 证 实 P450 酶 参与 昆虫 
I rfi mA Wojtsek and Leal, 1999) ,编码 酶 的 
基因 最 终 被 鉴定 为 CYPAWI, 在 雄 虫 触角 特异 表达 
( Maibéche-Coisne et al., 2004) , XE XH H AIRE EO, 
虫 中 ,先后 在 甘蓝 夜 蛾 触角 中 发 现 了 CYP4IA, 
CYP4SA, CYP9A13, CYP4G20 和 CPR, H 
CYP414 在 触角 中 特异 性 表达 ，CYP3413 TEHER f 
角 毛 型 感 带 中 表达 , 而 在 刺 形 感 带 与 腔 锥 形 感 副 中 
不 表达 (Maibeche-Coisne et al., 2002, 2005) 。 本 课 
题 组 前 期 棉铃 虫 头 部 转录 组 分 析 中 ,发 现 206 条 
P450 Unigenes 及 其 CPR, 至 少 编 码 76 条 P450 基 
， 其 中 包括 与 甘蓝 夜 蛾 CYPALA 和 CYP9A13 一 致 
性 分 别 达 83% 和 75% 的 两 条 P450 基因 。 本 研究 在 
棉铃 忠雄 蛾 触角 中 克隆 出 了 CYP9AI3 的 同 源 基因 
全 长 cDNA 序列 , 提交 P450 国际 命名 委员 会 , 命名 
为 HarmCYP9433, 其 cDNA 全 长 1772 bp, 开放 阅 
读 框 1 590 bp, 编码 529 个 氨基 酸 残 基 , 预测 但 日 
质 分 子 量 和 等 电 点 分 别 为 61.62 kD 和 7.97。 

本 研究 对 HarmCYP9433 的 表达 模式 研究 发 现 ， 
其 在 棉铃 虫 各 发 育 时 期 及 成 虫 各 组 织 部 位 均 表 达 ， 
以 肾 期 表达 量 最 高 ， 卵 与 幼虫 期 表达 量 极 低 , 在 成 
虫 各 组 织 部 位 中 以 腹部 表达 量 最 高 ， 其 次 为 头 部 ; 
在 羽化 后 不 同时 间 成 虫 触角 中 的 表达 无 明显 规律 ， 
但 均 高 于 幼 忠 与 卵 中 (图 4 和 5)。 这 表明 
HarmCYP9433 可 能 主要 在 棉铃 虫 成 虫 期 发 挥 作 用 。 
无 独 有 偶 , 国外 有 学 者 构建 了 夜 蛾 科 另 一 典型 昆虫 
海 灰 翅 夜 蛾 雄 蛾 触角 cDNA 文库 , 组 装 成 9 033 条 
Unigenes, 发现 了 大 量 与 气味 分 子 或 信息 素 检测 、 
信号 转换 及 串 觉 调控 相关 的 基因 ( Legeai et al., 
2011) , 并 获得 了 触角 中 37 条 P450 基因 以 及 CPR 
全 长 序列 , 发 现 与 植物 化 合 物 和 外 源 物质 代谢 相关 
的 CYP3 和 CYP4 CLAN 占 主 要 地 位 , —j WE BEC TV 
谢 相 关 的 CYP306A1 和 CYP1841 也 在 雄 蛾 触角 中 表 


达 , 然而 大 多 数 P450 基因 表达 无 组 织 特 异性 
(Pottier et al., 2012) 。 本 实验 的 研究 结果 为 下 一 步 
MIIE EKAR 76 条 P450 Unigenes 的 表达 特征 及 
P450 的 多 样 性 奠定 了 基础 。 

对 HarmCYP9A33 编 色 重 日 的 二 级 结构 和 氨基 
酸 序列 分 析 发 现 ,其 与 MbraCYP9A13 序列 一 致 性 
最 高 , 7590, 二 级 结构 如 B1-5、C helix, E helix, 
B1-1、H helix, 82-1. Meander 和 血红 素 结合 区 等 高 
度 一 致 , 表明 二 者 为 直 问 同 源 基 因 。 此 外 ,二 者 的 
6 个 与 底 物 识别 和 结合 相关 ( 王 斌 和 李 德 远 ,2009) 
的 SRSs 序列 一 致 性 达 6196, 底 物 与 酶 结合 通道 开 
关 工 螺旋 区 中 SRS4 序列 完全 相同 ,表明 二 者 可 能 
有 相似 底 物 , 具有 相似 的 生理 功能 。 此 外 , 不 同 羽 
化 时 间 成 虫 触角 中 HarmCYP9433 表达 量 显 著 高 于 
或 高 于 幼虫 与 卵 中 的 表达 量 , 提示 其 可 能 与 嗅 党 相 
X, 但 尚 需 进一步 研究 证 明 。 本 人 研究 HarmCYP9433 
Eggs rm Bod ER m ANS CYP9A 亚 家 族 蛋 白 ( 图 3， 
除 HaCYP9A18 外 ) 序 列 相似 性 亦 较 高 , 结构 同样 类 
似 ， 而 且 其 在 成 虫 腹部 表达 量 最 高 ， 表 明 
HarmCYP9433 或 许 与 抗 药性 相关 , 仍 需 进一步 
证 明 。 

本 研究 构建 了 HarmCYP9A33 部 分 片段 原核 表 
达 载 体 , 通过 PTG 诱导 表达 获得 了 融合 蛋白 , 经 
SDS-PAGE 检测 和 Westen blot 鉴 定 ， 
HarmCYP9A33 得 到 正确 表达 , 这 为 下 一 步 制备 单 
克隆 抗体 、 免 疫 荧光 定位 HarmCYP9A33 在 棉铃 虫 
触角 中 的 作用 部 位 及 其 生理 功能 奠定 了 基础 。 
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